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酵素結合抗体法 (ELISA)に よるキュウ リ
モザ イク ウイル スの検 出
一 二 誼 抗体 法 に おけ る種 々の酵 素標 識 抗体 の評 価-
前 田 年 態 ･井 上 成 信
Volere亡aL･12)･T,'よひ ClarkandAdams3)に,tt)彬某紙rTijJ亡体法 (enzyme-linked
lmrnunOSOrbentassay,ELISA)が柵物 ウイルスの帆lH二的L.めて 有効な 手法であること
が示されて以来,本法は種々の棚 勿ウイルスの枝川,診桝 二広 く用いられている,ELISA
の測定系は巾接法と闘 妾法とに大別さJLるれ 鋭f'El朗勿ウイルス学の分M.でもっともil与及
しているのは両舷法の doubleantibodysandwichmethod(二嘘抗体法,DASELISA)
である.ELISA においては用いる彬薪楓 識抗休の 凝別によって.ウイルスの検拙感度や
'け肘生が大きく異なることが予想される机 これらに朋する研究はほとんどたきかていな
い.本糾神 主 DASELISA における種々の群戎既成抗体の特性を ujjちかにするために,
キュウリモザイクウイルス (CMV)に対する 工gG抗体および そのフラグメン トとベルオ
キシダー-i:-とを種 々の-)J法により糸1.(Tさせて作成した既:紺亡体の活性,感淡展かF)の ウイ





CMVFl.斑系 (CMV-Y)LO)′ ヒi･クニチソ､ン書D-よびエヒ不から分離さ)Lた系統 (CMV-Z
および CMV-C)5･9)を用いた､ ウイルスは タノ､コ (晶&,WhiteBurley)の接機英かL:)
前沌 9)の方法に従って純化した.
2.供 試 抗 血 清
純化 した CMV-Y をJiT'兎に4LIT.働 如 用 TLて作成した抗血7'官を用いた･ 本山rliHl't寒
天ゲル内二重拡散法で 1:256のJ](州を布するものである7･9'. 抗血Trt子は,あらか じめ牡全
メ/くつ葉より拙.Ltjした矧 flicIグルタールアル )--ヒト処即 して作成 した不溶化抗原で呪川又し
た4).
3.IgGおよびそのフラグメン トの調製
IgGは抗血桁より舵安塩析は および DEAIゴーセル p-ス カラム クp-!トグラJ/ィ一に
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日監
I.りT.1湖 した. F(ab')2は 1brG,JiJ-フシソ (Sigma,1:6O.000)で(Fl化柊1',Sephadex
G-200カラムクロマ トグjフィーに上()梢処 した. Fab'は 1mM EDTA を合-lrO･1M
りん酸緩街液 (pH6.0)lmlに浴解 した F(ab')23mgに還 ノ亡剤と して 011M21メルカ
プ トエチルアミン0.1mCを加え37oCに90分けi惜 いて作成 した.
4.酵素標識抗体の作成
標識用醗射 二は相洋 ワサ ビ-ルオキ ンク- Lー:(HRP)(TypeI-C,261-264u/mg,RZ.･
3.29-3.41,衰汗紡)を川し､/こ.
(a) ケルタール7ルデヒ ド一段階法 (GA溝)1'
().15M NaCllr･丹む0,02M りん取締裾 (変,PH7.4LPRS.)にTlf&.Fした IgGtlmg/ml)
および HRP(2mg/mc)に /'LJ'L-ル /ーI/し･rL1台JI最'41gnliIか0･05%に/上るとうむー加
え,室阻に4時IlLjtFLい/こ.標識抗体は PBSに対して透析LJJ )●ら,ウシ血清 アル-/ミソ
(1%)および微イL物の繁殖をfUJぐために メ′レナ -^レ- トナ トリウム (0･01%)を添加し
て 4oC.こ保存した.
(b) 過ヨーソ百宴法 (PO溝)
遇 ヨーソ恨法 に よ るHRPとIgG,F(ab')とi′)か ､ほ Fab'とo)束.ilJJ.エ基本的 には
BarbaraandClarlくl)のノJ法に'従った.1m(a)燕'L:I)水に溶解 した HRP(4mg)にO.lM
過 ヨーソ慨ナ トリウム0.2mtを加え 25JCに 20分間fr'lいたのち,111M酢恨ナ ト.)ウム
綻'dtj液 (pH4.0)に 対 して 1夜 透 析 した. アルデヒト HRP溶液に 0.2M 以伯経的液
(pH9,5)0.2miを加えて PHを 9.019.5にするとILtLl時に 1mlの0.01MJ拙宅綾断液,
pH9.5に 蕃解 した IgG(8mg),F(ab')2(6mg)あるいは Fab'(5mg)を加え, 室温に
2時間(!PLいて両者を結 合させた.シ,フ塩jl･による結合を'/=定にするために,この液に水
式化ほう素ナ トリウム溶液 (4mg/mJ)0･1mCを加え還j-L;した.取乱抗体は PBSに対 し
て透析したのち,GA法で作成 した牧識抗体と同様の方法て保存･した.
(C) ピリジル ･ジスルフィ ド法 (PI)S法)2･6)
HRP2mg(0.1M りん恨緩衝液,pH7.5,0.3mtに溶射)I=60FLCo)95.5%エタノー
ルに溶解 した N-succinlmydy13-(2-pyridyldilhio)propiona亡e(Slgma)780mgを加
え 25oCに30分間位いた. ピ')ジル ･ジスルフィト基を和人 した HRPは 0.1M りん恨接
衝液 (pH6.0)に対して 透析したのち,5mM EDTA YL,合すtL記の 絵師牧に 淋解した
Fab'2mgを加え37oCに2.5時HlFI捜し､た . 標識抗仰 よPBSに対して 透析したのち I･.i'Ll
と同じ方放て保存した.
以 F,GAはで作成した HRP肌 .･nlgGは IgG-GA,POi･で作JにLT=控識 IgG,F(ab一)2,
Fab'はそれぞjLIgG-PO,F(ab')･2-PO.FabLPO,および PDS法で 作成 した 標識 Fab'
ほ Fab'-PDSと呼ぶことにする. そ11ぞjLの仇 誠抗体の原液の濃度 (HRPと抗体の(T.汁
ili)は4mg/mCに調乾した.
4.ELISA
DASELISAは ClarkandAdams3'u))]はに従い ポ リスナL,ンゾレー ト (Uソ .ス
ポプレー ト,220-24K,三光純薬)を用いてrTつr=.IgGの コ-テングほ30oC,3時間,
抗原の反応は 4oC,16時間.CT亨,識抗体 の 反応は30oC,3時間と した.純化 ウイルスは
I2() L'i･'1':研′'Ii:
()･U5%Tween2O,:i,(,TLl.P上主s(PL3ST)にウシ血',1-/ルフ '-ン/1･0.2%添加 し/こ液で品
釈 した･榊 勿鷹は 2%,fリヒニル ビロ.)トン･を含LrJJM -'鮭的液で鮎 .1･後,ろ紙でろ過 し
て用いた･蹴 'pFr.抗体はウシ血清アルブミソを含む PBST で,希釈 した. そ)Lぞ′lLu_)溶液は
1穴や,たり150FLEずつ 入れL HRPは基質と して0.0251,1軒桁ナ ト･)ウム接触舵 (pH
5･5)に O-phenylenediamine(O･5mg/ml).および過暇化水来 (0.05%)を溶解 した液
を 1穴あたり200/⊥Cずつ注入 し,llLr.lH:-ご30L.I20mHLl反応させて 酬 1した.成仏は
1穴あた り50FLlo)3M 脱酸(容儀 を加えて軌 LLたのも, 490nm での捌丈を分光々度計
-･I./tlJ定Lた･ 1前科あ/'=り3穴L,JHい 州'/E掛 -1木い小.試験管にまとめ,/IiLT^-H水で 2倍
にin.釈J/ニ液を光路0･5cm ,/)ヒノし/i/川い rl!Jlr/LfLた.
実 験 結 果
I.蘇葉標識抗体の活性
粒々の標脚 ノ廿材)活性/L純(Lウイル ス)と･lHL､⊂比較 Lた.TgG をコーナン,?した,+.リス
Ij-レ'/プレ- トに 純化ウイルス (1.1(), 100, I,000ng/mt)･ir･トラッフ させた u)ち,
1,000および 2,000倍/G.･釈 した そjLぞ′ilU)牒戯折 本を 反応させ, それらの 高仕を調べ
た･-/f験HJ'巣の うら代Iii的lsl例を Tablelに小した.IgG-GA と IgG-PO とを比較 し
た助 rT.いず,iLfJ)ウイルス/4'lJ,掛ニふいて1,IgG-P()のノ)か 高い活性を ノJl-Lた.また,IgG
ふ,上び そ/r)I/ラグメ1/卜と HRPと旦･POT.)(/こより結rTさせて作成 L.た既 故抗体を比較 し
I:喝 (.～,IgG-PO と F(ab')2PO とほほほ:'r.｣い占性を有 していたが,FabLPO はそ′TLらよ










O l 10 10O t,000
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O.023 ().0柵 0.264 0.882 J.255
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of5mm llghtpathlength.上achvrtlucisthe､･veragelo= l′0 .､1perlrnentS.
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1,000ngのときには,もっとも高し､痛比を･/Jミしたれ ウイルス潰度が 帖 ､場/LT(1ng.rQ-
よび 10ng)には IgG-PO や F(ab')2-PO より低い ELISA 他を,示した.
それぞれの標識抗体のCMVの検出感舷を比較するために,0,0.025,0.05,0.1,0,25,
0.5,1,2.5,5,10,50,100ng/mCの純化ウイルスを トラップさせたのち,400および 1,600
倍に盾釈したそれぞ,tLの既識抗体を反応させた. そU)結凪 lgG-PO おJ:び F(ab')2-PO
の検出感度は0.25-0.5ng/mE,IgG-GA,FabLPO および Fab'-PDSでは0.5-1ng/me
であった.それらのうち,もっとも活性の菌かった lgG-PO の反応を Flg.1に示した,
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を用いた場合にもhomologousな組み合わせである CMVIY の ELISA 値がもっとも高
く,次いて CMV-Z,CMV-C の順であった (Fig.2).FabLPDSを除く4種の軌故抗体




rrollCMV-Y alHSem m and thplreact,ed lV托h pしけJrledCMVY
(r)- ､).CMV-Z(×-x)andCMV-C(A-A).TrappedvlruSl＼′elP
detecledwithconjugntcsLlt】:2.日0()dlLIt10n.
では,3系統間の相対的な ELISA 他の差ほ ほはIF]-Jじてあったが,FabLPDSでは h0-












テヒト一段階法によりIgGと7ルカリホスファク-七とを 結合させたものが 広 く用いl二,
れている.本rR験ては 焼油川醗右とLて 西洋ワサ ビU)べ/しオキシタ､-ゼ (HRP)を用い
た.HRPはアルカリホスファタ-七こ比べて入手が容払E.しかも紙価格であ7J. また,
組々の標識方法か 1･T脂であるなどの利点を,lfl'している.
本突晩では 5種叫lTjf逓抗体を1/｢成L, そ′い 1-)の洲 生を純化ウイノレスを用いて 調べた,




し,それを介して抗体と結合させているた抑 二相束活性が Lヒ較的 よくLll･た,-hていること
千,標識抗体の屯合)i=が GA法に比較 して低いことから6',円ら)rLる標識抗体U)(押しが一'.J
いものと推察さ′[した.PO法により作成Lた3靴の標nLhI)'1.体を比較した場合, IgG-PO i
F(ab')rPOほほは1朋 ,1.度の析性を 有していたが,FabLPO はこれらに 比べてか/LE)帆
かった. このことは Fab'‡漕行丁鮒 立が 1価であるため,2仰の IgGや F(ab')コと比 柁
して抗原との結合力が弱いことによるものと,JLIJっわた.Fab'-PDSは 1価のイムノグロプ
リンであるにLi,か′川 っらず,F,･イルス酷使ftl1-.rJL､場(丁にはJiも高し､活性を示 したカ㍉ ウイ
ルス濃,ni-が舵い場合 (1ng,long)には F'-Lb'-PDSは IgG-POや F(ab')2-POに比較L
て(Etい ELrSA値/1,)示した.こt7))耳目1はH)]ちかではないが,r)イノしス濃度,村氏いl射 千に心,t




あるため,ウイルスtIl1度か高い塀 侶こも標識fJfL休が 有効に 緋(Tできるのかも知れない.
木実験で 作成した 5称の標識抗肘 こよる純化ウイ/i,スの軌上L憾 度を調べた ところ,いず
れu)標識抗体も検出感度け0,25-･1ngr7ML'b雌にあり大差は-/J:かった. しかし, f封生のlr.I;
い IgG-PO,F(ab')･rPO,FabLPDSI.L IgGIGA,i/ab'-PO よりもやや検.HJ.感度机●T,かっ
た.ELISA によるウイルスdj検LIJ.感度は種Jtの壁掛 こより左右されるれ 俳識ijt休のみ
にE･日すれば,その折性か高 く, 固相への非trJ矧杓吸着皿が 少ないほど高感度と なl)う
る.(占I雅ト の非的糊 勺吸弟lTi:は標識抗体a_)血行度が1緑 ､ほと多いことが知られているG',
また,IgGと F(ab')2あるいは Fab'とを比較した場合,Fc部分を有する工gGの)Jが川
畑への非用件的吸lYJ-=止が多い ことが知られ 〔いる-Il一. 一般に節々のtJlL-.原a),i,狛判定法に._I:
る矧 J.'fi感度 ELIS^ では,Fab'と彬ir;とj:i,PDSえ吊 !-,,古いは マレイ ミド･(,i:V二より結rI.さ
せて作成 したモノマーu_)牒識b'L休をJl-jいる必要があるとされていZJ～･Ll'. しかし,本Xi一験
では標識抗体の観杵は非特鼎的吸着泊との聞係を明らかにできなかった,これは化 7:的発












率の試料でも ELISA 値が他のものに比較して絹 ′'jJ:I),容易にウイルスを椀川できる利
点 ■し･右している.
血清学的にrLL､に異-/i:るCMVの3系経をJlいて,それぞれの増識抗体の特兇性を調べ
たところ,いずれの標識抗体を用いた朝出こも, homologousな抗原てある CMV-Y の










ヮサどの べノL,!キシタ-ゼ (HRP)とを種々の方法により結rTさせて作成した 標識抗体
の性質/1-DASELISA (二ITWL体法)で調べた.本文鮫 では ダルク-ルアルデヒ ドー r'.i





は高い ELISA 値を示したれ IgG-GA,Fab'POは低かった.また,Fab'-PDSはウイ
ルス濃度が高い場合 (i,000ng/mE)には.もっとも属し､活性を 示したれ ウイルス掛空
が低い場合 (1,long/me)には 上gG-PO ID.よぴ F(ab')盟-PO よりもELISA値が低かっ





ところ,Fab'-PDS引続く4被の標識 抗体では,3系統問の相対的な ELISA 値の差はほ










4.Cl<lrlく,M.F.and工iclrJos叩h,M.lo削. Enzyme lmm-川OSOrbentass'lyS in phn〔
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9 J柑1争乱 Elif,A-<仇 JL-卜成信 19H3 日木に_(;いて/1緋さ,～lた十.ウリモザイクウイルスの
血謹f:(,J性'fl.Flfdl病純 49:】0-17.













Al17rJ.G (lnlibodyLoyeHow sh.a且nOLcLICunll)cl･mosJIC Virus(CMV)乙ln(lItsl17Lg一
日､ntswet-ec()nlLlg<llr､(HV】thhoTSemdl至ihI)tTrnXILkLSeb)rv;lrlOuS COllLTgatlOnprOCedul-es










mCforlgG-POa･1d ド(ab′)2-PO,und 0.5-lntr/nlP士orlqGIG^ ,tTi.lb′-PO and ドab′-PDS.
′rhevlnlSlnlobElCCOSap ＼VaSdetccLcd LlP tO 10-6 dllut10nS I-(､hrardlessorcol)ugLILc
speciesused.
AHconJuga[esreactedwllhl､vo〔)therhL､Lel.OlogousscrotypesofCMV{lndcoLlld
dilerentln'e an■101gthe three serott･pLhS, Reintivc dL打ercncesbetwpnlEuSA values
forthethreeserotypesWCI-egreaterwhenFとLblPDSconjugこLteWasused.
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